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無菌的に飼育 した兎 に毛髪ケラチンたんぱ く質 を免疫 し、得 られた抗血清 より抗毛髪
ケラチン抗体を調製 した。抗毛髪ケラチン抗体、及び免疫 してい ない兎 より得た血清か
ら調製 した対照抗体 を用い、本抗体が従来結合 しに くいと考え られていた毛髪に結合で
きるか を、蛍光抗体法 を用いて調べた(図1)。 本抗体で反応 させた毛髪切片標本のみ
毛髪全域に渡 り蛍光発色が観察 された。次に、健常毛或いは次亜塩素酸 ナ トリウム処理
で損傷 させた毛髪に対する抗体の結合量 を測定 した(図2)。 毛髪、特 に次亜塩素酸ナ
トリウム処理毛髪に抗ケラチン抗体が濃度依存的に結合することがわかった。以上 より、
本抗体が完全に角化 して硬 くなっている毛髪の毛幹部に結合できることを確認 した。
・毛髪ケラチン抗体の結合特性
比活性(IgGlmg/m1あた りの抗体価)の 異なる3ロ ッ トの毛髪ケラチン抗体 を各種濃
度に調製 し、各 ロット抗体のブラッシング毛髪 に対す る結合量 を測定 した(図3)。 毛
髪ケラチ ン抗体 はその抗体価に依存 して毛髪 に結合 していた。次に、抗ケラチン抗体
(最終濃度1mg/ml)にヒ ト毛髪ケラチシ(最 終濃度0～0.3mg/m1)を添加 して毛髪 ケラチ
ンに対する特異抗体 を吸収 させた。その後上清にブラッシング処理 した毛髪 を入れ、毛
髪結合抗体量を測定 した(図4)。 抗ケラチン抗体の毛髪への結合量:が、添加 したヒ ト
毛髪ケラチンの濃度に依存 して減少 した。以上 より、抗原抗体反応 を介 して抗 ケラチン
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抗体は角質化 した毛髪に結合す ることがわかった。
さらに、ウエスタンブ ロッテ ィング法にて分析 した結果、本抗 毛髪 ケラチン抗体は表
皮のケラチンには反応せず、その結合は毛髪ケラチンに特異的であった。
以上 より、抗 ヒ ト毛髪 ケラチン抗体が角質化 して水 に馴染み難 い毛髪に結合できるこ




初乳は含有抗体濃度が高 く、実用的な抗体源 として注 目されている。そこで初乳及び
常乳中の免疫グロブリン量 を測定 した(表1)。 出産初 日の初乳にはたんぱ く質が17%
もあ り、その内の半分近 くを免疫グロブリンが占めていた。初乳 中には常乳に比べて数
十～100倍高濃度の免疫 グロブリンが含 まれてお り、その免疫 グロブリンの うち80%近
くがIgGで あった。そのIgGの 中で も90%以上 をIgG1で 占め ていた。1頭あた
り初乳3日 間で30リットル強の脱脂乳を回収(約40リ ッ トル搾 乳)で き、約1kgのI
gGの生産が見込 まれた。生産効率の点か ら、常乳 より初乳の方が抗体源 として極 めて
有用であることを確認 した。 一
・抗体の血中動態
乳中のIgGの 源の一 つ として血中か らの移行が考えられている。そこで出産前後で
の血中IgG1及 びIgG2濃 度の推移 を調べた(図5)。 血中のIgG1は 出産数週間
前 より急激な低下 を認め、出産時には半分以下になっていた。一方、IgG2濃 度 は出
産に関係な く一定値 を示 した。このことより、IgG1の 初乳中への移行が示唆された。
従 って、初乳中に高抗体価のIgGを 得るためには、免疫により出産の2～3週 間前の
血中に高抗体価 を生産 させてお く必要があることがわかった。
・血中及び乳中抗体価 との相関
血中の抗体価 と初乳中の抗体価 との相関を調べた。免疫 した各牛の血中での抗体価の
最高値 と出産直後の初乳中の1mgIgGあ たりの抗体価 をプ ロッ トした(図6)。 相関
が認められ、出産前の血中抗体価の測定によって初乳中の特異抗体力価 を推定で きるこ
とがわか った。牛乳抗体lmgIgGあ た りの抗体価が3000(特異抗体含有量2%)以 上
を産業上有効 な初乳 と判断 した時、血清中の抗体価 として、約50,000以上を目標 とすれ
ばよいことになる。
・投与回数
上記の結果 より、出産2カ月前 より免疫を開始 した。その後の追加免疫の回数 を調べ
た(図7)。10日 間隔で追加免疫 を頻繁に行 うと抗体価の上昇は頭打 ちになって しまっ
た。一方、初回免疫 より1カ月間後 に追加免疫することに より、良好 な追加免疫の効果
が現れ、最高値 は105を越 えた。尚、出産直前で見掛けの抗 体価が下が っているのは、
図5で 示 した血中IgG1が 乳中に移行 し減ることによるもの と考え られる。
・投与量
至適投与抗原量 を調べた(図8)。12.5～50mgのケラチンた んぱ く質 を投与 した中
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で、50mgが:最も高い抗 体価 を示 した。また、200mg投与 の:場合はかえって低下 した。
これより50皿9たんぱ く質量が至適濃度であると判断 した。
・投与部位
良好な免疫応答が認め られ、初乳中に高抗体価が得 られるような投与部位 を調べた。
筋肉内及 び胸垂皮下投与での比較 をした(表2)。 血 中抗体価の推移 より、いずれ も良
好な免疫応答が認め られた。次に初回は筋肉内に、追加免疫時で筋肉内、乳腺内、乳房
リンパ節付近注射 を行 い、血中抗体価の推移 を調べた(図9)。 いずれ も良好な免疫応
答が認められた。 しか し、乳腺内、乳房 リンパ節 に追加免疫を行 った場合、初乳中の特
異抗体の割合が10%以上 と高かった。血中か らの移行のみならず、乳房内の局所の免疫
システムが働いたため と考えられた。ただし産業上の応用を考えた場合、乳牛の乳房へ
の免疫は感染の危険 をは らみ実用化 は難 しい。
・アジュバン トの選定
免疫応答 を上げるため、免疫増強剤であるアジュバ ン トの選定 を検 討 した(表3)。フ
ロイン ト完全アジュバ ン ト(FCA)が、平均 して100倍 近 く抗体価の上昇 を示 した。
フロイン ト不完全 アジュバ ン ト(FIA)、Eちcolf/FIA、Ribiアジュバ ン ト等 を試みた
が、著 しく低い上昇結果 となった。これよりフロイント完全アジュバ ントが良好なアジュ
バ ン トであることを確認 した。
・感作牛への免疫
42頭 のホルスタイン牛 に免疫を試み、免疫応答が起 こり乳中 に2%以 上の割合で特
異抗体 を生産 した牛 は15頭(36%)に 留 まった。歩留 まりを高める 目的で、抗原を
投与 して1度 免疫応答が認め られた牛に、翌年 まだその応答が残 っているか調べた(図
10)。1年後、2年後 とも1度の追力晩 疫 により、3%を 越える免疫応答が認め られた。
また、良好な免疫応答が起こらなかった牛 に、翌年再度免疫を試みて も、応答は著 しく
低いものであった。従 って、良好な免疫応答 を起 こした感作牛 を連続 して用いることに
より、 目的とする乳 を生産する方針を立てることがで きた。
以上 より、妊娠ホルスタイン牛への良好な免疫応答を起こさせ る手法を見出 した。
第三章.牛 乳由来抗ヒト毛髪ケラチン抗体の有用性















対照抗体は健常毛、損傷毛いずれに対 しても結合がほとんど認め られないのに対 し、本
抗体はパーマ或いはさ らに過度のブラッシングによる損傷 を受け た毛髪に選択的に結合
することがわかった。
・毛髪破断強度に与 える本抗体の効果
本抗体 または対照抗体で処理 した毛髪の破断強度 を比較 した(図14)。 本抗体 はブ
ラッシングの損傷によって低下 した毛髪の強度を向上させた。これに対 し、対照抗体 は、
毛髪の強度に影響 を与えなか った。
・毛髪損傷に対す る本抗体の効果
毛髪を過度の負荷 をか けてブラッシングすることにより、切れ毛が発生す る。本抗体
または対照抗体で処理 した毛髪の切れ毛の発生状況を比較 した(図15)。 本抗体は切
れ毛の発生 を抑制 したが、対照抗体は切れ毛の発生になんら影響 を与えなかった。 これ
らの効果は、従来の毛 髪化粧料に見 られなかった新 しい毛髪保護効果であった。更に本
抗体のF(ab')2フラグメン トも切れ毛の発生を抑制 したが、抗原 との結合 部位が1つ しか
ないFabフラグメン トの抑制効果 は著 しく弱い もので あった。これ より本抗体の切れ毛
発生抑制には2つの結 合部位が必 要であることがわかった。次に、自動 ブラッシ ング機
による枝毛 ・切れ毛の発生 に及ぼす効果 を調べた(図16)。 パ ーマ処理 した毛髪を本
抗体で処理す ることに より、切れ毛だけでなく、枝毛の発生に関 して も顕著 に抑制する
効果 を確認 した。
以上 より、得 られた牛 乳由来抗毛髪ケラチ ン抗体の特性 を明 らかにし、本抗体の産業
上の有用性 を見いだ した。
第四章.牛 乳抗体生産法の安全性
・フロイン ト完全 アジュバ ン トのツベルクリン反応に及ぼす影響
ア ジ ュバ ン トと して用 い る フ ロ イ ン ト完 全 ア ジ ュバ ン ト(FCA)の 中 に は
i皿mUnOStimUlantとしての結核菌死菌体が含 まれている。これがツベ ルクリン反応 に影
響 を及ぼすことが懸念 される。そ こでFCA中 の結核菌の菌種 とツベルク リン反応の関
係 を調べ た(表4)。牛型結核菌(.Mbovfs)及びヒト型結核菌(Ml加わercロ10sfs)ではそれぞれ
4例中3例 の疑陽性、4例 中1例 の陽性 と2例 の疑陽性 を認めたが、非定型結核菌4型
に属するM厩yrfcαmでは4例 とも陰性 であった。これ を確かめるため、季節、年齢、
投与量、免疫部位、免 疫の回数 を変え42頭 のフィール ド試験 を実施 した。その結果、




初乳中に特異抗体を産生 させ るためには、分娩予定 日の約2～3か 月前か ら一連の免















































































































図3抗 体の毛髪結合量と抗体価との関係 、勾 、






























(★2):藤巻 らの デ ー タを 引用




































































































衷3ア ジュバ ン トの選定


































































































図8投 与抗 原量 と血 中抗 体価
□;50mg、 ◇;25rhg、○;12m9↓;初 回は
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対 照抗 体 抗毛髪 ケラチ ン抗体
抗体 の毛髪 との反 応の濃度
★p<0.05、★賞p<0.01





























































































(注)4週 間間隔にてF且Aを 用いて同様に2回 追加免疫 し、初 回免疫か ら8週 間後
の牛 をツベルク リン試験 に供 した。
表6産 子への影響



















































































論 文 審 査 結 果 要 旨
近年,牛 乳由来の抗体は医療及び食品等産業上の幅広い分野での利用が研究されている。 しか し,
実用化する上での課題として,酪農産業上の利用を考えた抗体の効果的な生産法の検討が全 くなされ
ていなかった。
本論文では,まず,ウ サギを使 って毛髪ケラチンに対する抗体を知 り,この抗毛髪ケラチン抗体の





方法を検討 し,フロイン ト完全アジュバント(FCA)を使った至適条件を明らかに し,大量生産法の
目処をたてた。








疾病発生率,発 育成績の変化は観察されず,産 子への影響 も認められなかった。屠体検査の結果,胸
垂皮下投与により,割除の対象が全て脂肪組織に留ま り,枝肉の毅疵はなかった。 これらの結果,こ
の牛乳抗体生産が従来の酪農における生産体系に影響を与えず安全であることを明らかに した。
以上のように本論文では,産業上の新 しい価値を見いだ した抗 ヒト毛髪 ケラチン抗体を,従 来の酪
農における生産体系を乱さずに利用することによって,初乳中に抗毛髪ケラチン抗体を効果的に生産
する新 しい方法を確立 した。本研究は,抗毛髪ケラチン抗体の利用にかぎらず,各 種抗原に対する特
異抗体の大量生産法 として産業的利用への道を開 くものである。審査員一 同は本研究者 に博士(農
学)の 学位を授与するに値するものであると認定した。
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